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Fig．8　1sopycnic　banding　in　CsCl　of　HRV（K8　strain）cultivated
　　　　　　with　2μg／mJ　of　trypsin（a）or　without　trypsin（b）in
　　　　　　tnaintenance　medium．
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させたHRVでこの変化はごくわずかであった．　Fig．9
は，Fig．8においてピークを示す分画を，酢酸ウラニウ
ムでネガティブ染色し電顕観察したものである．なお
PTAを染色液として用いた場合は，粒子がこわれやす
く，特にトリプシン存在下で増殖したHRVの二重殼構
造を有する粒子（Fig．8aにおける分画19）は外罰蛋白
が外れ一重殼構造粒子に転じやすかった．
3・6PAGEによる分離ウイルスのRNA解析
　RVは11本の二重鎖のRNA（分子量20万～200万）
セグメントから構成されており，PAGEで鋭敏なバン
ドを呈することより，PAGEを用いてRVを構成する
RNAを比較的容易に解析できる12）。また2種のRVの
RNAパターンを比較する場合，両者のRNAを混合し
て泳動する（以下co－PAGE）ことで両者の対応する
RNAセグメントの異同を判定できる13）．そこでco
－PAGEを用いて以下の検討を行った．
　まず，糞便材料中のHRVとそれを出発材料として培
養細胞を用いて分離したHRVのRNAパターンを比較
したところ，両者のRNAパターンは同一であった．　co
－PAGEを行っても11本以上のバンドが現われないこ
とより，両者間で対応する11本のRNAセグメントは
同じ移動度を呈することが判明した（Fig．10　a）．
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Fig．9　Electron　micrographs　of　HRV（K8　strain）cultivated　with（a，　b）or
　　　　without（c，　d）trypsin　after　CsCl　density　gradient　centrifugation，　a：
　　　　Fraction　19　in　Fig．8a．　b：Fraction　24　in　Fig．8a．　c：Fraction　19　in　Fig．
　　　　8b．　d：Fraction　24　in　Fig．8b．　Bar＝200　nm
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　次にクローニング．前とクローニング後の分離HRVの
RNAパターンを比較した．　KU株で3クローン，　YO
株，S12株でそれぞれ1クローンをプラーク形成法に
より無作為に拾い上げ，3回クローニングを繰り返した
後，それぞれの株においてクローニング前後のHRVの
RNAパターンを比較したところ，いずれの例でもまっ
たく同一のRNAパ．ターンを示した．　Fig．10　bはYO株
のクローニング前とクローニング後のRNAパターンの
比較を示す．
　培養細胞において高力価で増殖するHRV　Wa株と
BRV　Lincoln株のRNAパターンと，著者らの分離し
た種々のHRV株のRNAパターンを，同様にco－PAGE
で比較検討した．KU株にお．いては，　Fig．10　cのよう
に，Wa株．とはRNAセグメ．ント1，2，3，4，5，7，8，
10において移動度の違いが観察され，Lincoln株とは
RNAセグメント3，4，5，6，7，9，10，11に違いが
見いだされた．同様にして他の．分離株とWa株および
Lincoln株との比較．を行った結果をTable　5とTable　6
に示す．いずれの分離株においても，Wa株および
Lincoln株とは6本から11本のRNAセグメントに移
動度の差異が認められた．特に本研究で分離された
HRV分離株とLincoln株の間では，　RNAセグメント5，
7，9，および10が，Wa株との間では，　RNAセグメント
4が，すべての比較において移動度が異なっていた．
　分離したHRV　20株のうち14株についてPAGEを
行ったところ，．株により呈するRNAパターンはかなり
相違しており，S2株においてはセグメント10，11の
移動度が著しく遅い“shortパターン”を示し381，残り
はすべて　“10ngパターン”を示した．　co－PAGEで
これらRNAパターンの異同を比較した結．果（Table　7），
S2とK8，　S　2とKU，　K　8とS12，およびKUと
S3の間では，相応するすべてのRNAセグメントの移
Table　5　Co吻α漉。ηqプ漉召g朋。陶8（ゾ陥s’解勿麗劾漉os2αプ。飾670κ1魏名召一α4砂’ε4　HRVs
　　　Strains
co．一electrophoresed Segment　variations．
Total　no．　of
varlatlons
Wa十K8
Wa十KU
Wa十YO
Wa十Sl
Wa十S2
Wa十S3
Wa十S4
Wa十S5
Wa十S12
1
1
1
1
1
2
2
2
2
2
2
3
3
3
3
3
3
3
4
4
4
4
4
4
4
4
4
5
5
5
5
5
5
5
5
6 7
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7
7
7
7
7
8
8
8
8
8
8
8
8
10
10
10
10
10
10
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11
11
11
11
11
11
Fig．10　PAGE　of　RNA　prepared　from　HRVs　grQwn　in　cell　culture．
（a）Comparison　between　culture－adapted　HRV　and　stool－derived　HRV（KU　and　S12　strainS）by
　　co－electrophoresis．　1：．　stool－derived　HRV（KU　strain）　2：stool－derived　HRV　and　culture一
　　一adapted　HRV（KU　strain）　3＝Culture－adapted　HRV（KU　strain）　4：stoo1－derived　HRV
　　（S12　strain）　5：stool－derived　HRV　and　culture－adapted　HRV（Sl2　strain）　6：culture一
　　一adapted　HRV（S12　strain）
（b）
（c＞
（d）
（e）
Compa亡ison　between　uncloned　and　cloned　HRV（YO　strain）by　co－electrophoresis．
1＝uncloned　HRV　2＝uncloned　HRV　and　cloned　HRV　3＝cloned　HRV
Comparison　among　culture－adapted　HRV（KU　and　Wa　strains）and　bovine　rotavirus（Lincoln
strain）by　co－electrophoresis．1＝Wa　strain　2：Wa　strain　and　KU　strain　3＝KU　strain　4
：KU　strain　and　Lincoln　strain　5＝LincoIn　strain
Comparison　among　3　different　electropherotypes　by　co－elctrophoresis．1：KU　strain　2：KU
strain　and　S2　strain　3＝S2．strain　4：S2　strain　and　K8　strain　5＝K8　strain
Nine　different　electropherotypes．1＝K8　strain　2：KU　strain　3：YO　strain　4＝Sl　strain
5二S2　strain　6：S3　strain　7：S4　strain　8＝S5　strain　9＝S12　strain
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Table　6　Co摺出soηげ漉θ96ηo耀（ゾαoαケB尺γ（L珈60伽s’z痂）ω個品s6σo〃伽γ召磁z卿4侃ys
　　Strains
co－electrophoresed Segrnent　variation
Total　no．　of
varlatlons
Lincoln十K8
Lincoln十KU
Lincoln十YO
Lincoln十S2
Lincoln十S3
Lincoln十S4
Lincoln十S5
Lincoln十S12
Lincoln十Wa
1
1
1
1
2
2
2
2
2
2
2
3
3
3
3
3
3
3
4
4
4
4
4
4
4
5
5
5
5
5
5
5
5
5
6
6
6
6
6
6
6
7
7
7
7
7
7
7
7
8
8
8
8
8
9　　10
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9
8
8
11
9
8
8
11
8
Table　7S忽ηz6擢θα露α’ゼoηsα吻07¢914ゴso‘α彦2sげHR　y39アoz伽勿6〃伽伽7θ，召s吻ホθ7㎜助召4の60－
6Zθ6〃0魏0名鰯Sげ9θη0耀R八砂
　　Strains
co－electrophoresed Segment　variations
Total　no．　of
varlatlons
K8十KU
K8十S12
K8十YO
S2十K8
S2十KU
S2十S12
S2十YO
S12十YO
S12十KU
YO十KU
S1十KU
S3十YO
S3十KU
S4十S12
S4十KU
S5十S12
S5十KU
S5十S4
S9十KU
S11十KU
S11十S13
S12十FU
YO十44
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
4
4
4
5
5
5
5
5
5
5
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9
　　10
9　　10
9
9　　10
　　10
11
11
11
11
11
11
10　　11
10
11
10
11
11
9
10
6
8
9
10
7
11
7
2
7
1
2
0
0
0
0
0
動度が異なっていた（Fig．10　d）．一方YOと44，　S　12
とFUの両株間およびKU，　S　9，　S　11とS13の4株
間ではまったく同一のRNAパターンを示したことより，
検討した14分離株のRNAパターンは9種のRNAパ
ターンに分類された（Fig．10　e）．なお，それぞれの分
離株のRNAパターンは安定で，継代を20代以上経た
後も全く変動しなかった．
3・7　分離HRV株の血清学的性状
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　分離HRVの血清学的性状を検討するため，分離され
たHRV株のうちRNAパターンの異なる5株（S2，
KU，　S　12，　K　8およびYO株）およびWa株に対す
る抗血清を作成し，プラーク減少法による交叉中和試
験を行った（Table　8）．
　RNAパターンが“shortパターン”を示したS2株
は，抗S2株血清に対してのみ反応し，他の株に対する
抗血清とは全く反応しなかった．またYO株は抗YO株
血清とは強い反応を示す一方，抗S2株，抗KU株お
よび抗Wa株血清とは全く反応しなかったが，抗S12
株血清，抗K8株血清とはそれぞれ4096倍，1024倍と
やや高い中和価を示した．逆に，抗S2株血清はS2
株とのみ反応し，他のRVとは反応を呈しなかった．抗
YO株血清はYO株に対し中和価16384倍を示したのに
対し，他のS2，　KU，　S　12，　K　8，　Wa，　Lincoln株
とはそれぞれ32，128，32，64，512，1024倍と低い中
和価を示すにとどまった．K8，　KU，　S　12およびWa
株については，交叉中和試験で互いに強い交叉反応を
呈することより，KU，　S　12およびK8株は，すでに
serotype　2と報告されているWa株と同一の血清型に
属すると思われるが，これら4株間にもわずかながら
抗原的に違いが示されたことから，株に特異的な抗原
部位の存在が示唆された．また，抗S12株，抗K8株
血清はYO株に対してもやや高い中和価（それぞれ4096
倍，1024倍）を示したが，双方の血清においては，免
疫前の血清がすでにYO株に対し32～64倍の中和価を
示したことにより，これら抗血清がYO株に対しやや
強い中和活性を示した可能性が考えられる。そこで，本
研究においては，血清型の型別の基準として，各免疫
血清の免疫に用いられたウィルス株に対する中和価に
対して，免疫に用いたウイルス株以外のウイルス株に
対する中和価が8倍以上低い場合，異なる血清型であ
ると判断した．この判断にたち，Table　8の結果から，
S2株はserotype　1，　KU，　S　12，およびK8株は
serotype　2，　YO株はserotype　3と型別された．
4　考 察
　ヒト以外の動物のRVでは培養細胞での増殖が比較
的容易であるものが多い．ヒト糞便中にHRVの存在が
確認される以前にオでに，BRVおよびsimian　rota－
virus（以下SRV）の培養細胞での増殖が報告されてい
る．1972年，Mebusε彦α」．14）およびEls　and　Lec－
atsas15）は牛胎児腎細胞およびベルベットモンキーの初
代腎細胞を用いて，それぞれBRV　Lincoln株およびSRV
SA11株の培養に成功した．これらRV株は現在，世界各
地の研究室に分与されRVの生化学的・分子生物学的
研究に供されている．その後，培養細胞で増殖・継代
可能な多くの動物RV株が分離されている16～20）．
　一方，HRVの培養細胞での分離は非常に困難である
とされてきた．Banatvala　6’6」．21｝およびBryden　4
α1．22）は，ヒト糞便材料を遠心によって培養細胞に吸着
させることによって，蛍光抗体法でHRVの増殖を確認
した．しかしこの系では，細胞から細胞へはウイルス
感染が移行せず，あくまで糞便中のHRVの検出の役割
しかもたなかった．またEsparza　4α1．23）およびWyatt
初α♂．24）もそれぞれ初代腸細胞，胎児腸器官培養での
HRVの増殖を報告しているが，やはり継代可能なHRV
株の分離には至らなかった1980年，Wyattθ’α1．6）は
gnotobiotic　pigletへ11代経口感染を重ねることによ
り培養細胞で増殖可能なHRV　1株（Wa株）を樹立し
た．しかしながらこの方法は非常に繁雑で時間を要し，
多くのHRVの分離には不適切であり，しかも動物での
継代中，動物RVの迷入の危険性を避けるのも困難で
ある．1981年，Satoθ’α1，7）は糞便材料から直接，培
養細胞でのHRVの分離を報告した．著者らもSatoら
と類似の手法で，下痢便24例中から20例において増
Table　8　αo舘一η劒磁1忽’ゴ。％σ「HRγ3の〃躍粥θ（ゾ60％ρ切％召箔2伽。’ガ。η耀動04
Anti－S2　　Anti－Wa　Anti－KU　　Anti－S12
Pre　　Post　Pre　　Post　Pre　　Post　Pre　　Post
Anti－K8　　　Anti－YO　　　　　　　　　　　　　SerotypePre　　Post　Pre　　Post
S2　　〈328192　＜32　〈32　〈32　＜32　〈32　〈32　〈32　〈32　＜3232 1
　　　　　Wa
　　　　　KUHRVs
　　　　　S12
　　　　　K8
〈32　く32
＜32　　32
〈32　〈32
＜32　＜32
〈32　　4096　　　〈32　　4096
＜32　　1024　　〈32　　4096
＜32　　　256　　＜32　　1024
〈32　　1024　　＜32　　4096
＜32　　32768
＜32　　32768
＜32　　32768
＜32　　32768
〈32　　16384　　　〈32
〈32　　　8192　　く32
〈32　　　8192　　＜32
〈32　　32768　　　〈32
512
128
32
64
2
YO　　　く32　〈32　〈32　＜32　＜32　〈32　　64　4096　　32　1024　　64　163843
BRV　　Lincoln　＜32　＜32　〈32　〈32　＜32　256　　256　2048　＜32　2048　く32　ユ024
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殖・継代可能なHRV株を得ることに成功した81．
　増殖困難であるとされるウイルスを分離する際に問
題となるのは，継代の際の他ウイルスの混入の危険性
である．HRVの分離の際も，増殖の容易なBRVある
いはエンテロウイルスの迷夢がしぼしぼ経験される．し
かし，本研究におけるHRV分離実験においては，以下
の成績結果よりこれらウイルスの迷入の可能性は完全
に否定される．まず，分離したウイルスがRVである
ことは次の点より確認される．1）出発材料としてHRV
の存在を電顕あるいはELISAで確認した下痢症患者由
来の糞便試料を使用した．2）BRVに対する抗血清を
用いた蛍光抗体法で，細胞質のみ蛍光を発する抗原陽
性細胞フォーカスを観察した．3）感染細胞抽出液の電
顕観察で，RV特有の形態を有する粒子を確認した．4）
RNAのPAGE分析より11本のRNAセグメントを確
認した．5）中和反応により，他のRVと共通抗原を有
していた．
　次に，用いた糞便材料中のHRVそのものの増殖であ
ることは次の点で実証される．1）PAGE分析により，
糞便材料由来のHRVのRNAパターンと継代後得たウ
イルスのRNAパターンは同一であった．2）増殖可能
なBRV　Lincoln株，　HRV　Wa株とはRNAパター
ン，抗原性ともに相違していた．
　以上の結果から，本研究において回転培養法により
培養細胞で分離されたHRVは，明らかに下痢症患者便
由来のHRVであることが確認された．このようにして
回転培養法で分離されたHRVの，静置培養への馴化も
比較的容易であった．それゆえ，HRVの培養が簡便化
されたのみならず，プラーク形成も可能となり，HRV
の感染価およびHRVに対する抗体価の測定が信頼性の
高い方法で定量的になされるようになった．
　非常に困難とされてきたHRVの培養細胞での増殖・
継代が可能となった要因として，トリプシンによるHRV
の前処理，維持液へのトリプシンの添加，回転培養法
およびMA－104細胞の採用が考えられる孔8）．　MA－104細
胞がRVの培養に適することは，経験的に多くの研究
者によって報告されているが，その理由は不明であ
る25）．回転培養法はGey　and　Gey26）によって開発された
方法で，回転させることで十分な空気が供給され，ま
た培養液の遥拝がなされる効果のあることから，培養
困難なウイルス分離に古くから利用されてきた．RVの
培養では，McNulty　6’αZ．1軌27）が，この方法がBRVの
分離に有効であることを報告している．
　トリプシンの効果については，感染前のHRVのトリ
プシンによる前処理の効果と，維持液中へのトリプシ
札幌医誌
ン添加の効果に分けられる．トリプシンによる前処理
を施さなければほとんど感染は成立しないが，トリプ
シンでの前処理で，非処理の場合と比較して数百倍の
感染価の上昇を観察した．一方，トリプシン前処理の
後，維持液にトリプシンを添加して培養すると，高moi
感染の系では得られる感染価にあまり差はみられない
が，低moi感染の系では，維持液にトリプシンを含ま
ず培養した場合に比較してきわめて高い感染価の上昇
を示した．蛍光抗体法による観察においても，維持液
にトリプシンが存在しない場合は単一細胞のみ蛍光陽
性であるのに比べ，存在すると細胞集落が蛍光陽性と
なる．HRVをトリプシンで前処理した後もゴ維持液中
にトリプシンが存在しないと，細胞から細胞への感染
の伝播が起きず1段階増殖にとどまるのに対して，ト
リプシンが存在すると，感染細胞で感熟したHRVが放
出された後さらにトリプシンの作用を得て感染性を獲
得し，隣接する細胞にさらに感染する多段階増殖を示
しているものと思われる．特に糞便中のHRVを培養細
胞に馴化させる際，初期の継代においては低moiでの
感染が予想されるので，維持畠中のトリプシンの存在
がきわめて有効に作用しているものと思われる。
　すでに動物のRVの増殖においても，トリプシンの
有効性がBRV28～31），　SRV3名33｝において報告されており，
トリプシンの生化学的な無作が詳細に研究されている．
それらの研究によると，トリプシンはRVに直接作用
し，RVの外部蛋白のうち，　VP3（分子量88，000）を
VP5（分子量62，000）とVP8（分子量28，000）に解裂
させることにより32～34｝，細胞内に侵入した後の脱殻を有
利に進め35），この現象がRVの感染価の上昇に関与して
いると考えられている．HRVの場合も，おそらくこの
ような機作で感染性の獲得が起こるものと推測される
が，この点に関しては今後HRVの構成蛋白のPAGE
による詳細な解析が必要である．
　トリプシン存在下および非存在下で増殖させたHRV
K8株の電顕観察では，トリプシン存在下で増殖した
HRVは粒子数は多いものの，一重殻構造の粒子の比率
が著しく高まり，また二重殻構造を保っている粒子も
塩化セシウム密度勾配遠心を施すと，ほとんどの粒子
が一重殻構造に転換した．この事実よりHRVがトリプ
シンの作用を受けると形態的に不安定な状態に転ずる
ことが推定され，この不安定な構造が，感染時の脱殻
を容易に進める機構と関連している可能性が考えられ
る。この成績に反して，Almeida　8’α♂．29）はCK細胞お
よびBSC－1細胞にBRVをトリプシン存在下で増殖さ
せると，ウイルス収量が高まり，かつ二重殻構造の粒
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子の比率が高まったと報告している，本研究で得られ
た成績との不一致の理由として，実験に供したウイル
ス（BRVとHRV）および細胞（初代CK細胞とMA
－104細胞）の違いによることが考えられるが詳細は不
明である．
　PAGEによるRVのRNA解析は，電顕に匹敵する
検出感度を有するRVの検出手段として，さらに動物
種間のRVの比較および同一種内での株間での比較に
おける有効な手段として利用されている1矯3⑤37）．また，
分子疫学と称して，数多くの下痢症患者由来のHRV
のPAGEによるRNA解析からHRVの分布，伝播様
式などの疫学調査が進められている3a39）．　Taniguchiε’
α1．9）の成績では，培養細胞での馴化前と後，クローニン
グ前と後のHRVのPAGEにおけるRNAパターンに
まったく差がみられなかったことから，HRVのRNA
がhomogeneousでありかつ安定であると考えられる．
さらに鋭敏なhybridization法あるいは塩基配列決定法
により，HRVのRNAに関するより詳細な情報が得ら
れるものと思われる．
　すでに，糞便材料を用いたHRVのRNAパターンの
解析より，HRVのRNAパターンはきわめて多様性に
富むことがRodger　2’α」．38〕により報告されてきた．
我々が調べた14分離株は九つのRNAパターンに分類
されたが，今後検討する試料の数を増すことにより，よ
り多くのRNAパターンが検出されるものと予測される．
またこのように多様なRNAパターンを有するHRVが，
自然界でのどのような機作で生ずるものなのか，特に
HRVとそれに対する抗体との接触によって生ずる抗原
変異の可能性あるいはHRVと他動物RVとの間のリ
コソビネーションを含めたヒトと動物におけるRV感
染のかかわりは，次に述べるHRVの多様な血清型の存
在とも関連して興味ある問題である．
　HRVの血清型は，当初単一であると考えられていた
が，Zissis　and　Lambert40｝はCFおよび免疫電顕法を
用いて，初めてHRVには2種の血清型が存在すること
を明らかにした．その後Flewettθ’α1．41）が蛍光抗体法
による中和反応で，Kapikian♂α1．〃2）が免疫粘着反応
（immune　adherence　hemagglutination，以下
IAHA）および中和反応で，そしてzissis　6’α1．43｝がCF
で，HRVに複数（3～5種）の血清型が存在することを
報告している．また米国NIHの研究者クループは，
HRVの抗原型を，中和反応で区別しうるserotypeと
ELISAあるいはIAHAで区別しうるsubgroupに分け
て考えるべきだとの説を提唱している42）。
　本研究においては，調べたHRV　5株はプラーク減少
法による中和反応で3種の血清型に分類された．しか
しながら，HRVの抗原構造は複雑であるらしく，異な
る血清下間にもわずかながら交叉反応がみられ，また
同一血清型内でも株によって株特異的抗原部位の存在
が示唆された．現在当教室で進行中のモノクロナール
抗体を用いた解析が，HRVの抗原構造の解明の一助を
なすものと期待される．
　RNAパターンと血清型との関連については，　Green－
berg　6’α♂．44）が作成した，培養可能なBRV　UK株と
培養不能なHRV　Wa株との間のreassortantを用いた
解析から，RNAセグメント6がELISAあるいはIAHA
に関与する抗原蛋白（subgroup抗原）をコードし，
RNAセグメント9が中和反応に関与する抗原蛋白
（serotype抗原）をコードしていることが示されている絢
Taniguchi　6’α乙9）の成績でも，　serotype　1であるS2
株のRNAセグメント9は，　KU，　S　12，K8およびWa
株（いずれもserotype　2），およびYO株（serotype　3）
のRNAセグメント9とはすべて移動度を異にしていた．
一方，Rodgerθ’磁38｝の研究では，　RNAセグメント
10，11の移動度の遅い“shortパターン”を呈する株
はsubgroup　1に属し，他の“longパターン”を呈す
るHRV株では血清型を異にすると報告されている．本
研究において“shortパターン”を示したS2株がや
はり，他の“Iongパターン”を示したHRV分離株と
は血清型を異にしていたことは，Rodger　4磁38｝の成
績と一致するものである．現在当教室において進行中
の米国NIHより分与された血清型の異なるHRV分離
株と著者らの分離株との血清型およびRNAパターンの
相互比較，更にSmith　6’磁46）およびAriasθ’磁47）
のグループにより進められている各RNAセグメントの
佃町70における蛋白合成系での合成蛋白質の解析か
ら，RNAパターンと血清型の関連性が遠からず明らか
にされるであろう．　　　，
　HRVに起因する乳幼児下痢症は，特に開発途上国に
おいて，高い致死率を示し，WHOがその撲滅を目ざし
ている病気の一つであり，HRVに対する生ワクチンの
開発が大きな研究目標となっている48｝．血清型を異にす
るHRVの疫学および検出法の検討が急務であり，さら
に煙毒および弱毒株の弁別方法（弱毒マーカーの確立）
も重要な課題である．HRVの培養細胞での増殖が可能
となった現在，これらに向けた研究が飛躍的に進歩す
るものと期待される．
5　結 語
回転培養法により，培養細胞（MA－104細胞）で増
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殖・継代可能なHRVを20株分離し，これらHRV分
　　エ離株が，下痢症患者便由来のHRVであることを確認す
るとともに，HRV分離株の静置培養への馴化およびプ
ラーク形成を試みた．さらに，PAGEによるHRV分
離株のRNA解析，血清学的性状の比較，およびHRV
増殖におよぼすトリプシンの影響を検討し，以下の結
果を得た．
1．本研究で分離した，培養細胞で増殖・継代可能な
HRV　20株は，電顕による粒子の観察，　PAGEによる
RNAの解析，蛍光抗体法およびプラーク減少法による
抗原性の検討から，明らかに下痢症患者便由来のHRV
であることが証明された．
2．HRVはトリプシンによる前処理で感染性を獲得し，
低moi感染では維持液にトリプシンが存在することに
より多段階増殖をなすことが判明した．また，トリプ
シン存在下で増殖したHRVは形態的に不安定であっ
た．
3．静置培養に馴化されたHRV分離株は，トリプシン
による前処理後，3μg／m♂トリプシン，100μg／ml
DEAE－dextranと0．6％Puri丘ed　agarにより構成さ
れる重層寒天下で，最も鮮明なプラークを形成した．
4．HRV分離株のRNAパターンは多様性に富み，試
みた14株のRNAパターンは九つの異なるパターンに
区別された．
5．プラーク減少法による交叉中和反応の結果検討
したHRV分離株5株は三つの血清型に分類された．
　稿を終えるにあたり終始御指導をいただいた浦沢正
三教授，浦沢俳子講師に深く謝意を表します．本研究に
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